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Resumen
Catuogno, M.S.; Montenegro, M.A.; S.Negrette, M.: Distribución de beta-catenina en 
lesiones displásicas de colon en ratas alimentadas con leche de búfala. Rev. vet. 29: 2, 83-
87, 2018. El objetivo del presente trabajo fue determinar la distribución de beta-catenina en 
lesiones displásicas (LD) de colon en ratas alimentadas con leche de búfala. Se utilizaron ratas 
Wistar machos de 6 semanas, que recibieron diferentes dietas lácteas durante 123 y 240 días. 
Se suministraron dos tipos de dietas lácteas, una estándar, proveniente de búfalas alimenta-
das con pasturas naturales, y otra mejorada obtenida de búfalas suplementadas con aceite de 
pescado, con alto contenido en ácido linoleico conjugado y omega-3. Las LD fueron inducidas 
por el carcinógeno 1,2-dimetil-hidrazina. Para detectar beta-catenina se empleó la técnica de 
inmunohistoquímica. Las células epiteliales colónicas mostraron claramente expresión mem-
branosa de beta-catenina. En células superficiales, la proteína pudo ser identificada también 
en el citoplasma, pero con una tinción membranosa más débil. En las células que estaban 
localizadas hacia la profundidad de la mucosa, se observó falta de proteína en el citoplasma, 
permaneciendo en la membrana citoplasmática. Los enterocitos ubicados sobre la muscular 
de la mucosa mostraron tinción membranosa débil en comparación con las membranas de 
las células superficiales. No se observó beta-catenina en núcleos de células normales. En LD 
de ratas alimentadas con leche de búfala, la distribución de beta-catenina cambió sustancial-
mente acorde a la severidad de la displasia. Estos hallazgos podrían ser de utilidad para la 
detección de lesiones pre-carcinomatosas en estadios tempranos. 
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Abstract
Catuogno, M.S.; Montenegro, M.A.; S.Negrette, M.: Distribution of beta-catenin in co-
lon dyplastic lesions of rats fed with buffalo milk. Rev. vet. 29: 2, 83-87, 2018. The aim of 
this study was to determine the distribution of beta-catenin in cells of dysplastic lesions (DL) 
in rats fed with buffalo milk. Six-week Wistar male rats were administered with different 
milk diets during 123 and 240 days. Animals were fed with two diets: milk from buffaloes 
fed on natural pastures, and milk from buffaloes supplemented with fish oil containing high 
concentration of conjugated linoleic acid and omega-3. DL were induced by 1,2-dimethylhy-
drazine. Immunohistochemistry was performed to detect beta-catenin. The colonic epithelial 
cells clearly displayed beta-catenin membranous expression. In superficial cells, the protein 
could also be identified in cytoplasm with a weaker stain. In cells located deep in the mucosa it 
was observed a lack of protein in the cytoplasm, remaining only in the cytoplasmic membrane, 
thus being cytoplasm negative to the presence of beta-catenin. The enterocytes located on the 
muscular layer of mucosa showed a weaker membranous stain compared to superficial cell 
membranes. Beta-catenin in the nucleus of normal cells was not observed. In DL of buffalo 
milk fed rats the beta-catenin distribution substantially changed according to severity of dys-
plastic lesions. These findings could be useful in the detection of pre-carcinomatous lesions 
at early stage.
Key words: rats, buffalo milk, dysplastic lesions, beta catenin.
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INTRODUCCIÓN
Mediante estudios clínicos se ha demostrado una 
reducción de la hiperproliferación de la mucosa intes-
tinal después del consumo de ácidos grasos poliinsatu-
rados omega-3 derivados del aceite de pescado, en in-
dividuos con elevado riesgo de cáncer de colon debido 
a la presencia de adenomas colónicos esporádicos 1, 2 . 
Aunque algunos investigadores describieron meca-
nismos a través de los cuales los ácidos grasos omega-3 
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tienen una participación en la carcinogénesis actuan-
do en la biosíntesis de eicosanoides en la peroxidación 
lipídica y en alguna vía de transducción de señal, en 
la actualidad aún son escasos los datos que relacionen 
todos estos mecanismos 13 .
En referencia al ácido linoleico conjugado (ALC), 
se le han atribuido numerosas propiedades biológicas 
como agente anticarcinogénico, antiarteroesclerótico, 
antiadipogénico, y antidiabetogénico. Además, el ALC 
modula la inmunidad y los mecanismos de trombosis, 
así como la bioquímica de los ácidos grasos, el meta-
bolismo lipídico y la expresión genética en el hígado, 
músculo y tejido adiposo 3 .
La concentración de ALC en la leche bovina es 
variable, alternando desde 2,4 a 21,8 mg de ALC/g de 
grasa 24 . Por otra parte, un estudio demostró que en la 
leche de los rumiantes su concentración podría aumen-
tar por la adición dietaria de aceite de girasol (rico en 
ácido linoleico) y aceite de lino (alto en ácido linoléni-
co) 9 .
Como otros ácidos grasos poliinsaturados, el ALC 
puede modular la carcinogénesis mediante mecanis-
mos que afectan los estadios del cáncer conocidos 
como iniciación, promoción, progresión y/o regresión 7 .
Un biomarcador intermedio utilizado para detec-
tar cáncer de colon son los focos de criptas aberran-
tes (FCA), lesiones ampliamente usadas para detectar 
sustancias promotoras y supresoras. Se postula que los 
FCA son lesiones pre-malignas. La displasia se define 
como un “cambio pre-carcinomatoso” y como “una al-
teración neoplásica inequívoca del epitelio colónico” 23 . 
También, se han incluido a las criptas que acumulan 
β-catenina como nuevos biomarcadores de la carcino-
génesis colónica en ratas, por su fuerte predisposición 
al cáncer de colon 10, 16 . 
Las cateninas son elementos necesarios para el es-
tablecimiento de las adhesiones intercelulares, consti-
tuyendo factores importantes para la regulación de los 
complejos de adhesión. Una de ellas, la catenina beta, 
actúa como intermediaria para la unión entre las molé-
culas de adhesión y el citoesqueleto celular. En los ma-
míferos se localiza en el citoplasma y núcleo de la célu-
la, participando en la formación de uniones adherentes 
de epitelios, siendo además un componente importante 
en la regulación transcripcional, en particular durante 
el desarrollo del embrión 28, 30 .
Existen mutaciones que inactivan la β-catenina y/o 
el gen APC (adenomatous polyposis coli); este último 
es un supresor tumoral que codifica una proteína in-
hibidora del cáncer colorrectal. Por su parte, las vías 
de señalización WNT (wingless type) son un grupo de 
proteínas transductoras que transfieren señales del ex-
terior al interior de una célula. La estimulación de la 
vía WNT conduce a la acumulación de β-catenina 10, 16 . 
La pérdida de la función APC imposibilita la dismi-
nución de β-catenina, la cual consecuentemente se acu-
mula en el citoplasma y se traslada al núcleo donde se 
complementa con factores de transcripción y activa ge-
nes que representan una vía oncogénica potencial 10, 12, 16 .
La expresión aberrante de β-catenina en tumores de 
colon y el descubrimiento de mutaciones de β-catenina 
en pequeños adenomas, sugieren que tales alteraciones 
son eventos tempranos en la carcinogénesis colorrectal 
en seres humanos. Las células epiteliales colónicas nor-
males adyacentes a los FCA muestran fuerte expresión 
membranosa de β-catenina y falta de expresión cito-
plasmática y nuclear. En FCA displásicos, la expresión 
membranosa reducida de β-catenina estuvo asociada al 
aumento de la expresión citoplasmática y nuclear. La 
expresión membranosa de β-catenina fue reducida y la 
expresión citoplasmática y nuclear aumentada en FCA 
acorde a sus grados de displasia. Estos datos sugieren 
que los FCA y su expresión aberrante de β-catenina 
participan en la tumorigénesis colónica 8 . 
Cuando los genes para β-catenina o APC están mu-
tados o la vía de señalización WNT está activada, la 
β-catenina se acumula en el citosol, liga proteínas de 
la familia de factor de células T y de transcripción y 
se mueve al núcleo 14 . La activación de la vía APC/β-
catenina participa de manera importante en la tumorige-
nesis colónica y las mutaciones de APC 18 y β-catenina 27 
ocurren de manera temprana en este proceso. 
Estos datos sugieren que, además de la estabilidad 
proteica alterada (que ocurre cuando las serinas 33 y/o 
45 se encuentran mutadas), la exposición al carcinóge-
no también resulta en aumento de transcripción o esta-
bilización de β-catenina. Por otra parte, mutaciones de 
β-catenina se han encontrado en el hígado 5, 17 , colon 29 , 
tumores de vejiga 25 y en criptas colónicas aberrantes 
de ratones 30 y tumores de ratas 11, 28 .
La presencia de β-catenina en LD de colon de ratas 
podría coadyuvar en la detección temprana de lesiones 
pre-carcinomatosas.
 
MATERIAL Y MÉTODOS
Para la experiencia se utilizaron ratas Wistar ma-
chos de 6 semanas (160 g) que recibieron diferentes 
dietas lácteas durante 123 y 240 días 21 . Se utilizaron 
dos tipos de dietas lácteas, una estándar, obtenida de 
búfalas alimentadas con pasturas naturales, y otra dieta 
láctea mejorada proveniente de búfalas suplementadas 
con aceite de pescado, con alto contenido en ALC y 
Omega-3. Se conformaron tres lotes experimentales de 
la siguiente manera: 
Lote 1: ratas con agua y alimento balanceado co-
mercial ad-libitum durante 123 y 240 días + inyeccio-
nes de 1,2-dimetilhidrazina (DMH).
Lote 2: ratas con alimento balanceado comercial 
y leche ad-libitum de búfalas alimentadas con pastu-
ras naturales durante 123 y 240 días + inyecciones con 
DMH. 
Lote 3: ratas con dieta y leche ad-libitum de búfa-
las suplementadas con maíz y aceite de pescado, duran-
te 123 y 240 días + inoculación con DMH.
La inducción de lesiones displásicas se realizó me-
diante inyecciones subcutáneas de DMH a la dosis de 
20 mg/kg, a partir de los 15 días del suministro de la 
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dieta láctea, y se prolongó durante 35 días, totalizan-
do 5 inyecciones, una por semana. Luego del periodo 
de inyección, las ratas continuaron alimentándose con 
leche, hasta completar 123 y 240 días de experiencia, 
luego de los cuales se realizó el sacrificio. 
Posteriormente al sacrificio, el intestino grueso se 
fijó en formol bufferado al 10% para luego ser proce-
sados según la técnica clásica para bloques parafinados, 
cortados en 5 µm y coloreados con hematoxilina-eosi-
na. En tales cortes coloreados, las lesiones displásicas 
fueron clasificadas de acuerdo al grado de severidad de 
la displasia en leves, moderadas y severas 26 . 
Más adelante se procedió a efectuar cuatro cortes 
seriados de las lesiones displásica observadas con di-
chos colorantes. Los cortes se colocaron en portaob-
jetos previamente tratados pon poly-l-lisyne a fin de 
evitar que se despeguen durante el procesamiento. 
Con cada una de las muestras obtenidas se procedió 
de la siguiente manera: desparafinado e hidratación; re-
cuperación antigénica en microondas con las muestras 
sumergidas en buffer citrato pH 6; inactivación de la 
peroxidasa endógena con metanol y peróxido de hi-
drógeno; bloqueo de uniones inespecíficas con suero 
normal de cabra diluido 1/20 con phosphate buffered 
saline (PBS) a pH 7,4; incubación con “anticuerpo pri-
mero” (anti-beta catenina: Purified Mouse Anti-Beta 
Catenin Transduction Laboratories, utilizado en dilu-
ción 1/200) en cámara húmeda a 4ºC, durante toda la 
noche. 
Luego se realizó incubación con “anticuerpo se-
gundo” (biotinilado policlonal anti- IgG de ratón con-
jugado con biotina, código AM-B1). Este anticuerpo es 
elaborado en el Laboratorio de Endocrinología y Tu-
mores Hormonodependientes de la Facultad de Bioquí-
mica y Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional 
del Litoral (Argentina).
La dilución óptima de uso fue 1/100. La incubación 
se realizó en cámara húmeda a temperatura de 25ºC 
durante 30 minutos, y el revelado se hizo con ExtrA-
vidin® (peroxidase buffered aqueous solution, Sigma-
Aldrich) diluido 1/200 con PBS estéril. Se dejó 30 mi-
nutos en cámara húmeda a 25ºC. 
El cromógeno (Sigma-Aldrich) se utilizó en una 
dilución final de 0,05% con diaminobenzidina tetrahi-
drocloruro + 0,015% de peróxido de 
hidrógeno en PBS 0,01 M pH 7,2. Se 
incubaron las muestras durante 2½ 
minutos a temperatura ambiente, lue-
go se efectuó la deshidratación de los 
cortes y montaje con bálsamo de Ca-
nadá (Biopack). Una vez obtenidas las 
muestras coloreadas con inmunohisto-
química (IHQ) se procedió a su análi-
sis microscópico evaluando: 
a) diferencias en la cantidad de 
proteína β-catenina de las lesiones en 
comparación con las criptas normales 
circundantes (a mayor coloración, ma-
yor cantidad de proteína).
b) distribución de las proteínas en citoplasma o 
núcleo. Normalmente las proteínas se localizan en la 
membrana citoplasmática.
c) posibilidad de poder determinar diferencias en-
tre focos displásicos leves, moderados o severos con 
inmunohistoquímica de β-catenina.
d) diferencias entre focos displásicos dependiendo 
del tipo de leche ingerida por los animales.
Todos los análisis efectuados se llevaron a cabo te-
niendo en cuenta como control interno la mucosa nor-
mal circundante a las lesiones displásicas.
RESULTADOS 
Las células epiteliales colónicas de la mucosa intes-
tinal histológicamente normal, claramente mostraron 
predominio de expresión membranosa de β-catenina. 
En las células superficiales más diferenciadas se pudo 
identificar a la proteína también en el citoplasma, con 
coloración mucho más leve que en la membrana celular. 
No sucedió lo mismo en las células de la profun-
didad de las glándulas, en las que el citoplasma resul-
tó negativo para la presencia de β-catenina, quedando 
solamente en la membrana citoplasmática. Los entero-
citos próximos a la capa muscular de la mucosa presen-
taron coloración membranosa mucho mas clara que las 
células superficiales. No se observó β-catenina en los 
núcleos de células normales.
En las lesiones displásicas la distribución de 
β-catenina se modificó sustancialmente acorde a la se-
veridad de la displasia. En las displasias leves (Figura 
1), se observó distribución de β-catenina en membrana 
semejante a las glándulas normales, pero con notable 
acúmulo en citoplasma, cuando las displasias afecta-
ban a la profundidad de las criptas. 
En las lesiones displásicas de grado moderado 
(Figura 2), con inmunohistoquímica se observó cla-
ramente mayor acúmulo de proteína en las glándulas 
displásicas al compararlas con las glándulas normales 
circundantes. La marcación de β-catenina fue intensa 
en las membranas de células displásicas, que además 
presentaron acumulación de β-catenina en los núcleos. 
Las lesiones displásicas inducidas y encontradas en 
todos los animales experimentales de este estudio fue-
Figura 1. A: displasia leve (flecha). HE 40X. B: el mismo foco de crip-
tas con marcación de beta-catenina, expresada principalmente en la 
membrana citoplasmática al igual que lo observado en células norma-
les (flecha superior), y acumulación en citoplasma de células displási-
cas (flecha inferior). IHQ 40X.
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ron clasificadas como leves y moderadas, no habiéndo-
se observado lesiones de tipo severas o carcinomas in 
situ, por lo que no se obtuvieron datos de distribución 
de β-catenina en este tipo de lesiones. Tampoco hubo 
diferencias en la distribución de β- catenina entre los 
diferentes lotes experimentales.
DISCUSIÓN
En seres humanos, el descubrimiento de la expre-
sión aberrante de β-catenina en una proporción signi-
ficativa de focos de criptas displásicas, sugiere que la 
disfunción de la β-catenina es un evento muy temprano 
en el desarrollo de tumores colónicos. El hecho de que 
las alteraciones fenotípicas aumentaron significativa-
mente a medida que el grado de displasia aumentaba, 
indica que cada una de estas alteraciones fenotípicas re-
fleja el rol de la β-catenina en la progresión de las LD 8 . 
Estos hallazgos son coincidentes con nuestra expe-
riencia en la cual encontramos que las LD mostraron 
marcación de β-catenina diferente a las glándulas nor-
males, y su distribución varió de acuerdo al grado de 
displasia. En células normales, bien diferenciadas, la 
β-catenina se localiza en la membrana para cumplir su 
función de adherencia a las células vecinas, mientras 
que en células menos diferenciadas, como ocurre en las 
LD, se reduce la expresión membranosa, asociándose 
con mayor expresión en citoplasma y posteriormente 
en el núcleo, acorde va aumentando la severidad de la 
displasia.
Investigadores han reportado un significativo au-
mento de la expresión nuclear y disminución de la 
expresión membranosa de β-catenina en carcinomas, 
comparados con sus adenomas adyacentes 8 . La ex-
presión citoplasmática de β-catenina tambien ha sido 
reportada en lesiones displásicas de ratas tratadas con 
azoximetano 19, 20 . Los mecanismos que llevan a la acu-
mulación citoplasmática y a la expresión de β-catenina 
son inciertos.
También se encontró sobreexpresión de β-catenina 
en adenomas colónicos de ratas inducidas con azoxi-
metano. La β-catenina también se localizó en el núcleo 
de adenomas de este mismo modelo, en el cual la ma-
yoría de los tumores había demostrado tener APC in-
tacto 4 sugiriendo que APC no es un objetivo común 
del azoximetano. 
Según algunos autores la carcinogénesis experi-
mental colónica en ratas puede ser inhibida alimentán-
dolas con dietas con altas concentraciones de aceite de 
pescado 6, 22 o suplementadas con ácidos grasos ome-
ga-3 15 . Por otra parte, ALC puede modular la carci-
nogénesis mediante mecanismos que afectan los esta-
dios del cáncer conocidos como iniciación, promoción, 
progresión y/o regresión. Sin embargo, el mecanismo 
actual por el cual el ALC afecta la carcinogénesis toda-
vía es incierto. Un estudio sugiere que el ALC podría 
actuar mediante mecanismos antioxidantes 7 . 
En nuestra experiencia, hemos observado menor 
frecuencia de LD en ratas que recibieron leche mejora-
da 22 , sin embargo, la distribución de β-catenina en LD 
inducidas con DMH en ratas alimentadas con leche de 
búfala estándar y mejorada con mayor concentración 
de ALC y omega-3, fueron semejantes. En el presente 
trabajo, la distribución de β-catenina en LD de colon 
de ratas fue coincidente con las LD halladas en colon 
de seres humanos. Estos hallazgos podrían ayudar en 
la detección temprana de lesiones pre-carcinomatosas.
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